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研究成果の概要（和文）：　イルカやアザラシは肝臓にHgを高蓄積している。これら海棲高等動物の肝臓ではHgSeが形
成され、Hgの毒性が解毒されている。しかし、HgSe形成のメカニズムは不明である。本研究では、海棲高等動物におけ
るHgの無毒化メカニズムを解明するため、HgSe形成のカギとなるHg結合タンパクの同定を試みた。
　キタオットセイの肝臓サイトゾルを用い、陰イオン交換及びサイズ交換クロマトグラフィーによってタンパクを分離
させた。この中でHgを含むフラクションをICP-MSで確認し、電気泳動にかけ、染色したところ、サイズの異なる4つの
バンドが確認できた。これらタンパクが、Hgの解毒に重要な働きをするものと推察された。

研究成果の概要（英文）：  Higher trophic marine animals accumulate a large amount of Hg in the liver.  Mos
t of Hg exists as tiemannite (HgSe) in those mammals.  This compound is assumed to be an inert end product
 of the Hg detoxification process.  However, it is still unknown the mechanism of HgSe formation.  To unde
rstand the detoxification process of Hg, we investigated Hg binding proteins in the hepatic cytosol of the
 higher trophic marine animals.  
  By the purification of proteins interacted with Hg using an anion exchange and a gel filtration columns 
and an inductively coupled plasma - mass spectrometer (ICP-MS), four proteins with the molecular weight ar
ound 100 kDa and 40 kDa were obtained in the cytosol fraction of the northern fur seal (Callorhinus ursinu
s).  The purified proteins may play a significant role in the formation of Hg-Se complex in the hepatic cy
tosol.  
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１．研究開始当初の背景 

野生生物の中には様々な微量元素（重金属）

を特異的に蓄積している種が存在する。長い寿

命を持ち、海洋生態系の高次に位置するイルカ

やアザラシ等の海棲哺乳類、アホウドリ等の海

鳥類は、餌となる魚から相当量のメチル水銀

（MeHg）を取り込むため、体内、とくに肝臓に水

銀（Hg）を高蓄積している。これら海棲高等動物

の肝臓中Hgのほとんどは脱メチル化され、無機

Hg（IHg）に変換されており、セレン（Se）と等モル

で蓄積していることがこれまでの研究で明らかに

されている。我々の研究グループも、これまでに

鯨類、鰭脚類、海鳥類を対象に Hg の蓄積特性

について精力的に研究を展開しており、これら

海棲高等動物の肝臓において、Hg と Seのモル

比が 1:1 であること、また実際に HgSe の鉱物が

存在することを明らかにしてきた。以上のことから、

海棲高等動物の肝臓において、餌から取り込ん

だ MeHg は脱メチル化され、Se と等モルで結合

し、生物学的に不活性な形態（つまり、HgSe）と

なることで Hg の毒性が解毒されていると推察さ

れる。 

しかしながら、MeHgの脱メチル化や HgSe形

成のメカニズムは不明である。我々はまず HgSe

形成に着目し、海棲高等動物の肝臓サイトゾル

中の Hg の存在形態を調査した。その結果、高

分子フラクションにおいて、Hg と Se の濃度に有

意な正の相関がみられ、また Hg 濃度の増加に

伴い、Hg:Seのモル比が 1:1に近づくことを世界

で初めて明らかにした。このことから、HgSe が形

成される前段階として、サイトゾルの高分子フラ

クション中のタンパクと Hgおよび Seが複合体を

形成していると考えられた。しかしながら、この高

分子タンパクの同定およびその機能については

未だ不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、海棲高等動物における Hg

の無毒化メカニズムを解明するため、HgSe 形成

のカギとなるHgおよびSe結合タンパクを同定す

ることである。 

 

３．研究の方法 

試料として、愛媛大学沿岸環境科学研究セン

ターの生物環境試料バンク（es-BANK）に-80℃

で保存したイシイルカ、キタオットセイ、クロアシ

アホウドリの肝臓を用いた。残念ながら、イシイル

カの肝臓試料については実験に利用できるほど

十分な量がなかったため、その一連の実験を途

中で断念した。液体窒素で凍結粉砕した肝臓試

料をバッファーとともにホモジナイズした後、低

温超遠心分離機でサイトゾル、ミクロソーム、リソ

ソーム・ミトコンドリア・核のフラクションに分離し

た。 

このうち、本研究ではサイトゾルを用い、まず

タンパク濃度を bicinchoninic acid（BCA）法にて

測定した。この濃度を元にタンパク量を揃えた後、

二次元電気泳動によってタンパクを分離し、クマ

シー染色した。これによって、得られたスポットの

数・濃淡でタンパク発現プロファイルを解析した。

また、一部ゲルを切り出し、Hg 濃度を誘導結合

プラズマ質量分析計（ICP-MS）で分析した。 

しかし、先の方法では Hg の検出が非常に難

しかった。そこで、Hg が実際に結合しているタン

パクを同定するため、キタオットセイの肝臓サイト

ゾルを用い、サイズ交換クロマトグラフィーによっ

て分離したフラクションのHgを ICP-MSで測定し

た。得られた Hg 結合タンパクのフラクションをさ

らに精製するため、イオン交換クロマトグラフィー、

サイズ交換クロマトグラフィーで分離し、ICP-MS

で Hgを測定した。得られた Hg含有フラクション

を、ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動（SDS-PAGE）で分離し、クマシー染

色をおこなった。 

 

４．研究成果 

キタオットセイ、クロアシアホウドリの肝臓サイト

ゾルに含まれるタンパクを二次元電気泳動で分

離した。その結果、いくつか興味深いタンパクの

発現プロファイルが認められた。すなわち、同一



種内でも、Hg 濃度の高い個体と低い個体とでス

ポットの数・強度が異なった。これらの発現量が

異なるタンパクは、Hg の解毒に関与している可

能性が示唆された。また、キタオットセイとクロア

シアホウドリの種間においても大きな差がみられ

るスポットがいくつか確認することができた。 

Hg が実際に結合しているタンパクの同定する

ため、一部のゲルを切り出し、Hg 濃度を測定し

たところ、有意なHgの検出はできなかった。そこ

で、Hg濃度が高かったキタオットセイの肝臓サイ

トゾルを、サイズ交換クロマトグラフィーで分離し、

得られた各フラクションの Hg を測定したところ、

高分子量フラクションから高い Hg が検出された。

また同じく Seも Hg と同じフラクションから相対的

に高い濃度で検出された。このフラクションを、

陰イオン交換クロマトグラフィー及びサイズ交換

クロマトグラフィーによって精製・溶出させたとこ

ろ、16.5 分～18 分で溶出してきたフラクションに

Hgのピークが検出された。そこで、これらの溶出

時間のフラクションを SDS-PAGE にかけ、クマシ

ーで染色した。その結果、約 100ｋDa 付近に 1

つ、約 40kDa付近に 3つ、合計 4つの異なるサ

イズのバンドを確認することができた。以上のこと

から、これら溶出フラクションの中に、Hg 結合に

関わる重要なタンパクが4つ存在すると推察され

た。 

今後は、上記のアプローチで分離されたタン

パクをゲルから抽出した後、マトリックス支援レー

ザー脱離イオン化飛行時間質量分析計

（MALDI-TOF-MS/MS）で処理する。得られた

ペプチドシークエンスをデータベースと照合しな

がら、Hg 解毒に関与するタンパクの同定を試み

る。 
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